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Resumen.

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa, ubicua, patégeno
oportunista de importancia clinica, ademas de ser también considerada
principal causante de infecciones nosocomiales en pacientes con quemaduras,
y el principal agente etiologico de infecciones de las vias aéreas en pacientes
con fibrosis quistica, debido a su amplia variedad de factores de virulencia que
para este trabajo nos enfocaremos en la piocianina, elastasa y ramnolipidos.
Dichos factores de virulencia estan regulados transcripcionalmente por los
sistemas de quorum sensing y a nivel post-transcripcional por el sistema Rsm.
El sistema Rsm se compone por dos proteinas de union a RNA llamadas RsmA
y RsmN y cuatro RNAs pequefios no codificantes llamados RsmV, RsmW,
RsmY y RsmZ. Este sistema se encuentra ampliamente distribuido en el
género Pseudomonas, por lo tanto, se ha reportado la presencia de homologos
funcionales de RsmA, el cudl se encarga de regular, en la mayoria de los
casos, de manera negativa la traduccion de RNAm. Asi, RsmA regula la
sintesis de diversos factores de virulencia, entre los que presenta P.
aeruginosa se encuentran la piocianina, elastasa y ramnolipidos, los cuales

evaluaremos en este estudio.

En este proyecto identificamos la presencia de un homélogo de RsmA en el
aislado clinico P. aeruginosa INP-43. De acuerdo con la base de datos del
estudio previo de Sobrero y Valverde, este homoélogo se ha denominado en
otras cepas como RsmM. Sin embargo, esta proteina no ha sido caracterizada
experimentalmente. Cabe mencionar que la cepa INP-43 es una mutante no
funcional del sistema Las, sistema que también esta implicado en la regulacion
de los factores de virulencia. Por lo tanto, en este proyecto caracterizamos
parcialmente la funcién de RsmM, determinando su funcion regulatoria en la
produccion de los factores de virulencia (piocianina, elastasa y ramnolipidos), y
si es que esta regulacion varia entre las diferentes cepas de P. aeruginosa:
INP-43 (aislado clinico), ID4365 (aislado marino) y PAO1 (cepa de referencia).

Ademas de realizar un andlisis in silico de su estructura.



Glosario.

AHL: Las acil homoserina lactonas (AHL) son moléculas que son sintetizadas y
detectadas por sistemas de Quérum sensing conocidos como sistemas AHL.
Rsal: RsaL es una proteina reguladora del sistema Las, reprime la
transcripcion de /as/ y se auto regula de manera negativa.

Sistema Csr: sistema regulador de almacenamiento de carbono, CsrA es el
represor a nivel postranscripcional. Mientras que CsrB, CsrC y MacS son
pequefios ARN que se unen a CsrA inhibiendo su actividad.

Sistema Las: es un sistema de Qudrum Sensing compuesto LasR que es el
activador transcripcional y la sintasa Lasl que produce el autoinductor N-3-oxo-
dodecanoil-homoserina lactona.

Sistema Rhl: sistema de quorum sensing formado por la el regulador
transcrpcional RhIR y la sintasa Rhll que produce el autoinductor N-butiril-
homoserina lactona.

Sistema Rsm: Sistema de regulacion de metabolismo secundario, en la cepa
PAOL1 y PA14 esta formado por las proteinas de union a RNA llamadas RsmA 'y
RsmN y cuatro RNAs pequefios no codificantes RsmV, RsmW, RsmY y RsmZ.
Phz: PhzAl1-G1, PhzA2-G2, PhzH, PhzM y PhzS, son las enzimas implicadas
en la biosintesis de fenazinas (Phz), siendo PhzS la que produce piocinina
como productor final.

PqgsE: Es una proteina que interacciona con RhIR para iniciar la transcripcion

de phz1y phz2 necesarias para la sintesis de piocianina.



1. Introduccion.

1.1 Caracteristicas de Pseudomonas aeruginosa.

1.1.1 Biologia y Ecologia.

Pseudomonas aeruginosa es una gamma proteobacteria, Gram negativa,
anaerobia facultativa, ubicua, que se encuentra tanto en ambientes de tierra
como acuaticos que han tenido contacto con la actividad humana. Esta bacteria
presenta un genoma relativamente amplio de 55 a 7 Mb en el cual se
encuentran diversos genes que le permiten una gran adaptabilidad y resiliencia
a los distintos ambientes, debido a que en su genoma codifica mdultiples
reguladores, funciones catabdlicas que le permiten obtener carbono de
distintas fuentes y ademas sobrevivir en condiciones de anaerobiosis. Ademas,
sintetiza diversos factores de virulencia que le permiten infectar a diferentes
tipos de organismos (Rossi et. al., 2020). Su crecimiento se caracteriza por la
produccion de pigmentos, uno de ellos es la piocianina, un pigmento azul
verdoso soluble en agua (Spagnolo et. al., 2021). Entre los organismos que
esta bacteria es capaz de infectar encontramos: plantas, insectos, nematodos y

mamiferos (Diggle et. al., 2020).

En el ser humano es de importancia clinica, debido a que provoca infecciones
en pacientes inmunocomprometidos, con SIDA, céancer, fibrosis quistica,
guemaduras y en algunos casos infecta el tracto urinario. Ademas, es la
bacteria mas prevalente en infecciones de individuos con enfermedades de las

vias aéreas (lglewski et. al., 1996).

Una de las principales razones que permiten que esta bacteria provoque
infecciones nosocomiales se debe a su gran capacidad adaptativa que le
permite formar reservorios en superficies hUmedas e incluso en superficies
secas. Se adhiere a superficies humedas mediante la formacion de biopeliculas
por medio de la secrecion de exopolisacaridos, ademas de su capacidad para
resistir algunos antimicrobianos. Se pueden encontrar estos reservorios de P.

aeruginosa en equipo meédico, diferentes tipos de sondas, endoscopios, tubos,
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catéteres y ventiladores, asi como el agua o superficies de bafos, tinas y
soluciones salinas. (Spagnolo et. al., 2021).

Ademas de su adaptabilidad, P. aeruginosa, presenta una amplia resistencia a
antibioticos, y también cuenta con una extensa variedad de factores de
virulencia que usa como arsenal para infectar y colonizar a su hospedero, entre
los cuales encontramos la produccion de fenazinas como la piocianina, la
elastasa y los ramnolipidos, entre otros (Newman et. al., 2017). La produccién
de estos factores de virulencia esta regulada a nivel transcripcional por los
sistemas de quérum sensing y a nivel post-transcripcional por el sistema Rsm
(Lapouge et. al., 2008).

1.2 Los sistemas de quorum sensing.

Las bacterias actian de manera coordinada cuando se encuentran en un
conjunto multicelular para desarrollar un comportamiento colectivo mediante la
comunicacion célula a célula, este proceso celular coordinado se conoce como
quorum sensing (QS) (Mukherjee et. al., 2019) y se puede dar con bacterias de
la misma especie o con otras especies (Miller et. al., 2001). El QS involucra
pequefias moléculas sefial producidas por las bacterias, conocidas como
autoinductores (Al), que son secretadas al medio, una vez que hay mayor
cantidad de bacterias, y por lo tanto mayor acumulacién de Al, se rebasa el
umbral y los Al entran nuevamente a las bacterias, en donde se unen a un
regulador transcripcional para activarlo y de esta manera permitir la expresién
de los genes blanco (Zhi Li & Satish K Nair 2012).

Las bacterias Gram negativas presentan un tipo de sistema de QS
caracteristico, basado en la sintesis y deteccion de acil-homoserina lactona
(AHL), conocidos como sistemas de AHL (Miller et al., 2001). En P.
aeruginosa se han descrito dos sistemas de QS de este tipo, conocidos como
los sistemas Las y Rhl. El sistema Las esta compuesto por Lasl que es la
sintasa de N-3-oxodecanoil-homoserina-lactona (3-oxo0-C12-HSL), y el
regulador transcripcional LasR que se une al 3-oxo-C12-HSL. El sistema Rhl
esta compuesto por la sintasa de N-butanoil homoserina lactona (C4-HSL) Rhll,
y el regulador transcripcional RhIR que se une a C4-HSL. Los sistemas Las y

Rhl se encargan de regular de manera directa o indirecta aproximadamente el
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10% de los genes de P. aeruginosa, de los cuales algunos corresponden a la
formacion de biopelicula (Veesenmeyer et. al., 2009), la motilidad tipo
swarming, adhesion, producciéon de bombas de eflujo y las interacciones
patdgeno-hospedero (Williams et. al., 2009). Los sistemas Las y Rhl funcionan
de manera jerarquica ya que la transcripcion de RhIR es inducida por LasR, y a
su vez LasR activa la expresion de Lasl, que como se menciond, sintetiza 3-
0x0-C12-HSL. El aumento de 3-oxo-C12-HSL provoca una retroalimentacion
positiva activando a LasR quien controla positivamente la expresion de rhiR y
rhll, por lo que el sistema Rhl es regulado por el sistema Las. Para mantener el
balance de la produccion de 3-oxo-C12-HSL, la union LasR/3-0x0-C12-HSL, y
contrarrestar la retroalimentacion positiva de LasR/3-oxo-C12-HSL, LasR activa
la transcripcion de rsal que codifica para el represor RsalL. RsalL reprime la
transcripcion de lasl y rsal uniéndose en el promotor bidireccional de las/-rsaL.
RsalL no sélo regula al sistema Las sino que también puede regular otros
blancos al unirse a promotores de genes que participan en la produccion de

piocianina y cianuro (Williams et. al., 2009).

Se han encontrado cepas mutantes no funcionales de /asR que solo requieren
de rhiIR, por lo tanto, en estos casos se considera que el QS depende del
sistema Rhl. Ademds, interesantemente no se ve afectada la virulencia en
dichas cepas, y la funcidn de LasR es sustituida por RhIR quien mantiene la
expresion de los factores de virulencia dependientes de QS. Un
comportamiento similar se ha reportado cuando se encuentran en condiciones
de estrés como bajas condiciones de fosfato en el que se observa mayor
actividad de RhIR incluso con el sistema Las totalmente ausente (Lee et. al.,
2015, Soto-Aceves et, al., 2021).

1.3 Regulacién post-transcripcional por el sistema Csr/Rsm.

El sistema Rsm (regulacién de metabolismo secundario, por su acréonimo en
inglés) es un sistema de regulacion post-transcripcional que se encuentra
altamente conservado en P. aeruginosa (Lapouge et. al., 2008). Este sistema
es homologo del sistema Csr (regulador de almacenaje de carbono, por su
acronimo en inglés) de E. coli, que se compone de CsrA, una proteina que se

une a RNA mensajero (RNAmM) en una region que se traslapa con el sitio Shine-
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Dalgarno (SD) compitiendo con el ribosoma e impidiendo la traduccion (Yang
et. al., 1996). La accion de CsrA es regulada negativamente por tres pequefios
RNAs (sRNA) no codificantes, CsrB, CsrC y MacS los cuales presentan
multiples sitios de union a CsrA, que les permiten secuestrar a esta proteina,
impidiendo que CsrA se pueda unir a los RNAm, permitiendo la traduccioén (Erik
Holmqvist y Jorg Vogel 2013). El sistema CsrA se encarga del control de
distintos procesos celulares entre los que podemos nombrar la motilidad, la

formacion de biofilm y la sintesis de polisacaridos (Sobrero & Valverde 2020).

En P. aeruginosa se sabe que existe un homoélogo de CsrA, RsmA que
presenta un mecanismo similar a CsrA. RsmA se une a RNAm cerca del sitio
de unién al ribosoma que se traslapa con la regién SD impidiendo asi la
traduccion. Ademas, el sistema Rsm estd compuesto por 4 pequefios RNA no
codificantes (SRNA): RsmV, RsmZ, RsmW y RsmY que cuentan con sitios de
union a RsmA que les permiten unirse las proteinas diméricas RsmA,
secuestrdndolas e impidiendo asi la unibn a los RNAm, permitiendo la
traduccion. A su vez, la transcripcion de estos sRNA esta controlada por la
proteina cinasa GacA, que forma parte del sistema de doble componente
GacS/GacA (Lapouge et. al., 2008). Se ha reportado que al mutar a rsmA en P.
aeruginosa PAO1, se altera la expresion del 9% de sus genes (Borrowes et.
al., 2006). Por otro lado, al sobreexpresar a rsmA ocurre la reduccion de los
niveles de factores de virulencia como proteasa, elastasa, piocianina y cianuro
de hidrégeno (HCN) (Pessi et. al., 2001). P. aeruginosa no solo cuenta con
RsmA, sino que presenta una proteina homéloga a RsmA, RsmN, que al
mutarla no causa cambios fenotipicos, pero al ser sobreexpresada es capaz de
complementar la mutacion de RsmA, por lo que se considera que RsmN tiene
funciones similares a RsmA, pero un papel secundario en la regulacion post-
transcripcional (Morris et. al., 2013). Estudios previos han demostrado que
RsmA es capaz de regular de manera diferente la produccion de factores de
virulencia en las diferentes cepas, como se encontré en la cepa silvestre de P.
aeruginosa ID4365, una mutante natural en /lasR. En esta cepa RsmA participa
en la regulacion de RhIR, regulando de manera positiva la produccion de
elastasa contrario a lo que ocurre en la cepa PAOL, en donde la elastasa es

regulada de manera negativa (figura 1). Se propone que esta diferencia en la



regulacion de los factores de virulencia ocurre debido a los diferentes nichos

ecolégicos a los que pertenecen (Cocotl-Yafez et. al., 2020).
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Figura 1. Regulacién de factores de virulencia en la cepa PAO1 (A) y la cepa 1D4365 (B). Las
flechas corresponden a la regulacion positiva y las barras a la regulacion negativa. Mientras
gue RsmA de la cepa PAOL regula de manera negativa la produccion de piocianina y elastasa
y de manera positiva la produccion de ramnolipidos, RsmA de la cepa ID4365 solamente regula
de manera negativa la produccion de piocianina, mientras que regula de manera positiva la
produccion de elastasa y ramnolipidos (Cocotl-Yéfiez et. al., 2020)

De acuerdo con el analisis del pangenoma del género Pseudomonas se
encontraron diferentes homologos de RsmA tales como RsmC y RsmM. Con
respecto a RsmM, esta proteina parece ser especifica de P. aeruginosa ya que
no se encontrd en otras especies; esta proteina comparte dominios cataliticos y
estructurales con RsmA (Sobrero & Valverde 2020). En otras especies de
Pseudomonas como P. putida y P. syringae se pueden encontrar paralogos de
RsmA cuyo papel en la regulacién posttranscripcional ya ha sido estudiado
(Huertas-Rosales et. al., 2021, Ferreiro et. al., 2018), tal es el caso de RsmE y
Rsml que se han hallado en P. putida, especificamente en la cepa KT2440.
Estas proteinas comparten blancos regulatorios con RsmA, es decir presentan
redundancia funcional, pero también tienen blancos especificos, siendo RsmE
el que presenta una mayor cantidad de ellos, mientras que Rsml presenta una
menor cantidad. Los blancos en comudn para las 3 proteinas estan relacionados
con el metabolismo central, ademas, rsmE es blanco de las tres proteinas,
mientras que rsmA puede ser regulado por RsmE, sugiriendo la autorregulacion
y la regulacion cruzada entre estas tres proteinas. Por otro lado, al igual que
ocurre con RsmA en otras especies de Pseudomonas, RsmE y Rsml se

pueden unir a los pequefios RNA no codificantes del sistema Rsm, RsmY y
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RsmZ. Es importante mencionar que Rsml tiene una menor afinidad por RsmY
comparado con RsmA y RsmE. La delecion de rsmA, rsmE y rsml, abate la
motilidad tipo swarming, pero promueve la formacion de biopelicula, aunque
comparado con la cepa silvestre la biopelicula es mas labil y se dispersa con
mayor facilidad. La razén de este fenotipo se debe al cambio en la expresion de
algunos componentes de la biopelicula, los cuales RsmA, RsmE y Rsml
regulan de manera redundante o de manera especifica. Uno de estos
componentes es lapA, un gen importante para la adhesion de la biopelicula que
parece ser regulado especificamente por RsmE. Por ultimo, RsmA y RsmE son
importantes para la colonizacion de las raices de las plantas, ya que al mutar a
rsmA de manera individual la colonizacién disminuye, y al mutar a rsmE en
conjunto con rsmA la colonizacion disminuye aln mas que la mutante sencilla
en rsmA (Huertas-Rosales et. al., 20). En P. syringae, especificamente en la
cepa DC3000, RsmA es llamado CsrA2, al igual que en P. aeruginosa y P.
putida contiene otros homologos de RsmA, CsrAl y CsrA3 (RsmE en P.
putida). La actividad de CsrA3, al igual que RsmA, puede ser contrarrestado
por la union de RsmX1l, RsmX5, RsmY y RsmZ. CsrA2 y CsrA3 regulan
algunos factores de virulencia de la cepa DC3000, CsrA3 pero no CsrA2 ni
CsrA, regula negativamente la sintesis de alginato. En cuanto a la motilidad, la
sobreexpresion de csrA3 disminuye ligeramente la motilidad tipo “swimming”,
ademads, CsrA2 y CsrA3 regulan negativamente la expresion de syfR y syfABC,
disminuyendo la produccion de siringfactina, un biosurfactante necesario para
la motilidad tipo swarming en P. syringae DC3000. El efecto de CsrA3 en la
produccion de siringfactina es mayor que el de CsrA2, mientras que CsrAl no
tiene ningun efecto. Por otro lado, la delecion de csrA3 provoca una
disminucién en la colonizacién, sin embargo, la cepa adquiere un fenotipo
hipervirulento caracterizado por una exacerbada motilidad tipo swarming,
mientras que al sobreexpresar a csrA3 el dafio en el tejido es menor pero con

una mayor capacidad de colonizacion (Ferreiro et. al., 2018).



1.4 Factores de virulencia regulados por el sistema Rsm.

1.4.1 Elastasa.

Entre los mdltiples factores de virulencia secretados por P. aeruginosa, la
elastasa ha sido considerado uno de los mas importantes en el proceso de
patogénesis en la infeccidn pulmonar (Berra et. al., 2010). La elastasa LasB
(codificada en el gen lasB) es una proteasa clasificada como una
metaloproteasa dependiente de zinc de 33 KDa y 301 aminoacidos, implicada
en la destruccion de los tejidos, su nhombre lo recibe debido a que degrada

elastina, capacidad que la distingue del resto de proteasas (Galloway 1991).

Por otro lado, también se sabe que LasA es una proteasa que presenta
actividad de elastasa en una cantidad mucho menor comparada con LasB, sin
embargo, permite un aumento en la degradacion de elastina por P. aeruginosa
(Kessler et. al., 1997). Se sabe, que tanto LasA como LasB son regulados por
LasR (Coin et. al., 1997).

Aungue la funcién primaria de LasB es la de elastasa, su actividad elastolitica
no es muy eficiente, teniendo una menor eficiencia comparada con elastasas
de otros organismos, como con la termolisina de Bacillus, presentando la
cuarta parte de la actividad al compararla con esta. Por otro lado, se ha
demostrado que presenta actividad proteolitica, unas 10 veces mas que la
proteasa alcalina de P. aeruginosa cuando se usa la caseina. Se considera a la
elastasa de P. aeruginosa como una proteasa con actividad elastolitica, y es
importante considerar que la degradacion de elastina es muy importante para el
establecimiento de la infeccidon de P. aeruginosa (Galloway 1991).

La elastasa también tiene la capacidad de degradar los tipos de colageno Il y
IV, surfactantes, inmunoglobulinas, factores del complemento y citocinas. Esta
capacidad de degradacién afecta las uniones estrechas celulares y la
membrana basal, provocando dafio directo al tejido pulmonar. Ademas,
provoca el reclutamiento de neutrofilos en las vias aéreas, y como
consecuencia aumenta la inflamacion. Por dltimo, también aumenta la

susceptibilidad a infecciones futuras, atenuando los mecanismos de defensa
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pulmonares a través de la degradacion de las proteinas surfactantes (Berra et.
al., 2010).

En las cepas de P. aeruginosa PAO1 e ID4365, la produccion de elastasa es
afectada por RsmA de manera diferente. En la cepa PAO1 RsmA regula
negativamente la sintesis de elastasa ya que la sobreexpresion de rsmA
disminuye su produccion, pero su mutacion no la afecta. Por otro lado, en la
cepa ID4365 mutante natural en lasR, ocurre lo contrario, RsSmA actla sobre
RhIR regulando positivamente la sintesis de elastasa (Heurlier et, al., 2004,
Cocotl-Yéfiez et. al., 2020 ).

1.4.2 Piocianina.

La piocianina es un pigmento color azul-verdoso producido por P. aeruginosa
como metabolito secundario, este pigmento forma parte de un amplio grupo de
compuestos heterociclicos nitrogenados conocidos como fenazinas, con
propiedades antimicrobianas que le permite competir con otros
microorganismos en su ambiente natural, ademas participa en la adquisicién de
hierro, transporte de electrones y formacion de biopelicula (Pierson et. al.,
2010). Por otro lado, también es un importante factor de virulencia que se
asocia con infecciones graves en los pacientes con fibrosis quistica (Hunter et.
al., 2012). La piocianina presenta la propiedad de encontrarse en su estado
oxidado y reducido, es decir, es un zwitterion. Esta caracteristica le permite
interaccionar con el oxigeno molecular y generar especies reactivas de oxigeno
(ROS, por su acrénimo en inglés) tales como el superéxido (O2--), peréxido de
hidrégeno (H202) y radical hidroxilo (-OH). La acumulacion de estas ROS al
interior de la célula causan dafio celular provocando necrosis epitelial y
disminuyendo el movimiento ciliar, lo que lleva a la reduccion del flujo
mucociliar traqueal. Sin embargo, a pesar del dafio que provoca en el
hospedero y las propiedades antimicrobianas de la piocianina, P. aeruginosa

tiene la capacidad de evitar sus efectos (Berra et. al., 2010).

La piocianina es sintetizada a partir del corismato, que es modificado para
obtener un compuesto triciclico, mediante las enzimas codificadas en los dos
operones reiterados phzA1B1C1D1E1F1G1 (phzl) y phzA2B2C2D2E2F2G2

(phz2) y los genes phzH, phzM 'y phzS que codifican para proteinas accesorias
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para la sintesis de piocianina y otras fenazinas. La sintesis de piocianina es
regulada por los sistemas de QS LasR y RhIR, y el sistema Rsm (Lau et. al.,
2004, Pessi et. al., 2001, Cocotl-Yanez et. al., 2020). La sintesis de la
piocianina depende de los sistemas de QS, los cuales se activan en la fase
exponencial con la sintesis de AHL, continta en la fase exponencial tardia con
RhIR y PgskE. RhIR controla directamente la expresiéon de los operones phzl 'y
phz2, y PgskE debe estar presente para inducir la transcripcion de cada operén
(Higgins et. al., 2018, Mavrodi et. al., 2001). La expresiéon de los operones phz
permite la conversion del corismato en acido carboxilico de fenazina (PCA),
posteriormente, el PCA es modificado y se obtienen 3 productos: la piocianina,
gue se obtiene en mayor cantidad y su produccion esta dada por PhzM que
produce un intermediario que finalmente es modificado hasta piocianina por
PhzS, en segundo lugar se produce fenazina-carboxamida cuya sintesis
involucra a PhzH y el tercer producto es la hidroxi-fenazina, cuya sintesis
involucra anicamente a PhzS (figura 2) (Mavrodi et. al., 2001, Dong et. al.,
2019). Es importante mencionar que el sistema GacA esta implicado en menor
medida en la sintesis de piocianina, se ha reportado que la mutacién de gacA
disminuye su produccion (Lau et. al., 2004).

De acuerdo con estudios previos en las cepas de P. aerugninosa PAOLl e
ID4365 el efecto de RsmA en la sintesis de piocianina ocurre de manera
similar, en ambos casos la sobreexpresion de rsmA provoca una disminucién
en la produccién de piocianina y su mutacion un aumento, de tal manera que
en ambos casos la produccién de piocianina es regulada de manera positiva
(Pessi et. al., 2001, Cocotl-Yarfiez et. al., 2020).
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Figura 2. Biosintesis de fenazinas en P. aeruginosa: el acido corismico es transformado en
acido fenazina-1-carboxilico por las proteinas PhzA-G. Después, el acido fenazina-1-carboxilico
es transformado en distintas fenazinas por las enzimas PhzH, PhzS y PhzM, respectivamente.
El producto del acido carboxilico de metil-fenazina betaina es posteriormente transformado en
piocianina por la enzima PhzS (Dong et. al., 2019).

1.4.3 Ramnolipidos.

P. aeruginosa produce compuestos con propiedades surfactantes conocidos
como ramnolipidos. Los ramnolipidos son moléculas anfipaticas compuestas
por un acido graso (parte hidrofébica) y una ramnosa (parte hidrofilica) en el
caso de los mono-ramnolipidos y dos ramnosas en el caso de los di-

ramnolipidos (Soberdn et. al., 2005).

Los ramnolipidos son biosurfactantes, estos permiten la degradacion de
sustratos poco solubles. Por otro lado, se consideran un factor de virulencia,
debido a que participan en la formacién de biopelicula, la motilidad tipo
swarming y la modulacion del sistema inmune (Abdel et. al., 2010). Ademas,
confieren ventaja competitiva en el microambiente gracias a las propiedades
antimicrobianas contra la mayoria de las bacterias gram positivas y contra
algunas gram negativas (Soberén et. al., 2005). Se ha demostrado que los
ramnolipidos tienen la capacidad de provocar disminucién del flujo mucociliar
(Kanthakumar et. al., 1996) y en bajas concentracién inhiben la fagocitosis
(McClure et. al., 1996). Sin embargo, tienen diversas aplicaciones debido a que

son biosurfactantes biodegradables y pueden ser usados como aditivos en los
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alimentos, cosméticos, industria farmacéutica (Chong et. al., 2017) ademas de
ser una herramienta de biocontrol de hongos para los cultivos (Monnier et. al.,
2018).

Se ha tomado a P. aeruginosa como el mejor modelo para estudiar la
biosintesis de ramnolipidos y los genes implicados, debido a que cuenta con
las enzimas necesarias para sintetizar los precursores. Los precursores para la
sintesis de ramnolipidos son el extremo lipofilico 3-(3-hidroxialquilalcanoil)
alcanoico (HAA) gque se puede sintetizar a partir de la via de acidos grasos,
comenzando con una cadena de 6 carbonos, y el extremo hidrofilico dTDP-L-
ramnosa, que se puede obtener a partir de la D-glucosa (Chong et. al., 2017).
La sintesis de ramnolipidos sucede en 3 pasos principales comenzando con la
sintesis del extremo lipofilico HAA en la que interviene RhIA. Posteriormente, la
proteina de unién a membrana ramnosiltransferasa RhIB, transfiere la dTDP-L-
ramnosa al HAA, generando asi el mono-ramnolipido, que ademas es sustrato
para la siguiente reaccion, en la que RhIC, se encarga de transferir una dTDP-
L-ramnosa para finalmente obtener di-ramnolipidos (Soberén-Chavez et. al.,
2005). La biosintesis de ramnolipidos esta regulada por los 3 sistemas de QS,
Las, Rhly Pgs. Por otro lado, se sabe que la proteina RsalL es capaz de afectar
la biosintesis a partir de la represion de lasl y lasR. No obstante, el principal
sistema implicado es el sistema Rhl, quien controla directamente la biosintesis
de ramnolipidos, a través del regulador RhIR que activa la transcripcion de
rhIAB iniciando la biosintesis, este proceso ocurre durante la fase estacionaria
(Chong et. al., 2009).

La producciéon de ramnolipidos en las cepas de P. aeruginosa 1D4365 y PAO1
es regulada por RsmA de manera similar, de acuerdo con estudios previos se
ha encontrado que RsmA es un regulador positivo de la produccion de
ramnolipidos en ambas cepas (Cocotl-Yafiez et. al., 2020, Heurlier et. al.,
2004).
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2. Antecedentes.

La cepa INP-43 de P. aeruginosa es un aislado clinico de un paciente
pediatrico con fibrosis quistica, esta cepa sintetiza los factores de virulencia
elastasa, piocianina y ramnolipidos. Como se menciond previamente, estos
factores de virulencia son regulados por el sistema de QS Las, sin embargo la
cepa INP-43 presenta una mutacion sin sentido en el gen /lasR, por lo que este
sistema no es funcional. De esta manera, se propone que, como sucede en la
cepa 1D4365, la produccion de los factores de virulencia dependientes de QS
son controlados por el sistema Rhl, tales como la piocianina, elastasa y
ramnolipidos. Por otro lado, mediante andlisis filogenético se determind que la
cepa INP-43 esta emparentada con la cepa PAO1 encontrandose en el mismo
clado, a diferencia de la cepa ID4365 que no se encuentra en el mismo clado.
Por dltimo, se determind que esta cepa es virulenta en el modelo de ratén a

pesar de no contar con lasR (Martinez-Carranza et. al., 2020).

Como se menciond, RsmA controla la produccién de factores de virulencia en
P. aeruginosa, que en el caso de la cepa PAO1l regula negativamente la
produccion de piocianina y elastasa (Heurlier et. al., 2004) y de manera positiva
la produccion de ramnolipidos (Heurlier et. al., 2004). Sin embargo, el control
de RsmA sobre la sintesis de los factores de virulencia no es similar en todas
las cepas, por ejemplo, en la cepa 1D4365 RsmA regula positivamente la
produccion de elastasa, mientras que la piocianina y los ramnolipidos son
regulados de manera positiva al igual que en la cepa PAOL. Es importante
mencionar que la cepa ID4365 es de origen ambiental y, similar a la cepa INP-

43, también es una mutante natural en lasR (Cocotl-Yafez et. al., 2020).

En el género Pseudomonas el sistema Rsm se encuentra altamente
conservado, se encuentra en todas las especies de Pseudomonas, y entre las
especies de Pseudomonas se han identificado diferentes homologos de RsmA,
entre ellos RsmM que es especifico para P. aeruginosa considerado un
paralogo especifico de esta especie. RsmM comparte dominios estructurales y
cataliticos con RsmA, pero a diferencia de RsmA, presenta una region C-
terminal extendida que podrian tener una funcidon de interaccion proteina-

proteina. Por otro lado RsmM no se encuentra en todas las cepas de P.
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aeruginosa, y solo se ha hallado en analisis pangendémicos (in silico) (Sobrero
& Valverde 2020). Ademas, RsmM no se ha caracterizado experimentalmente

en ninguna cepa.

3. Objetivos.

3.1 Objetivo general.

Determinar si la proteina RsmM de P. aeruginosa INP-43 funciona como un
paralogo de RsmA.

3.2 Objetivos particulares.

1 Determinar si RsmM funciona como un homdlogo funcional de RsmA en
las cepas PAOL e ID4365 de Pseudomonas aeruginosa.

2 Determinar el efecto de la sobreexpresion de RsmA, RsmN y RsmM en
la cepa INP-43 sobre la produccion de piocianina.

3 Generar los plasmidos para mutar a las proteinas reguladoras del

sistema Rsm en la cepa INP-43.
4. Hipotesis.

RsmM al ser un homologo de RsmA debe tener la capacidad de regular los
factores de virulencia de P. aeruginosa, elastasa, ramnolipidos y piocianina, de

manera similar a RsmaA.

5. Material y métodos.

5.1 Cepas, plasmidos, vectores y oligonucledétidos.

En la tabla 1 se enlistan los oligonucledtidos utilizados y en la tabla 2 se
detallan los plasmidos usados en este trabajo, las cepas generadas y las que
se encontraban en el laboratorio se muestran en la tabla 3. Las cepas de E.
coli transformadas con el plasmido pUCP20 y sus derivadas se cultivaron en

medio Luria-Bertani (LB) adicionado con carbenicilina (Cb) 200 pg/mL. Las
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cepas mutantes en rsmA (PAOl e 1D4365) se cultivaron en medio LB
adicionado con antibiético tetraciclina 120 pg/mL (Tc120), mientras que las
transformadas con el plasmido pUCP20 se cultivaron en medio LB adicionado
con carbenicilina 200 yL/mL (Cb200). Las cepas de E. coli transformadas con
el plasmido pME6032 se cultivaron en medio LB adicionado con tetraciclina 15
pg/mL (Tcl5). Las cepas de P. aeruginosa transformadas con el plasmido
pPMEG6032 se adiciona al medio LB tetraciclina 120 ug/mL (Tc120), por ultimo a
las mutantes en rsmA con el plasmido pUCP20 se adicion6é al medio LB
tetraciclina 120 yL/mL + carbenicilina 200 pg/mL (Cb200/Tc120).

Oligonucledtido | Secuencia Sitio de
Restriccion

H3upRsmM CCAAGCTTGATGGCGACTCTTGCTCAGG Hindlll
RsmM5Apra GTCGACGGATCCCCGGAATACATGGTGTGACTCC

GTTCGG
RsmM3Apra GAAGCAGCTCCAGCCTACAGATCTCCTGACTTCG

GCGC
H3downRsmM CCAAGCTTTGGGTGTTCTCGAATGGGG Hindlll
UPRsmMOE CGAGAATTCGAAGACGAGCAGTGGGACTA EcoR1
DownRsmMOE | CGAGAATTCGAAGACGAGCAGTGGGACTA Xhol
RsmAUpH3 CCAAGCTTGTGCATCGCAACGATTACCT Hindlll
RsmADownH3- | CCAAGCTTGAAAGACCGCAACTGTCGAT Hindlll
bis
RsmA5Tc GAGGACCGAAGGAGCTAACCAGCATTCCTTTCTC

CTCACG
RsmA3Tc-bis GAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGATCAAGAGCCAAA

CCATTA
RsmNUpH3 CCAAGCTTGCATCTGCAACTGTTGTTCTTC Hindlll
RsmN5Tc GAGGACCGAAGGAGCTAACCGTTCCGCGTCCTTG

CCAGTC
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RsmN3Tc GAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGCTGACGAACGG
TAGAAAG

H3downRsmN CCAAGCTTCTCTCCTGGTAATCGCGTTC Hindlll

FwTc GGTTAGCTCCTTCGGTCCTC

RvTc GCTTCCTCGCTCACTGACTC

Apra Fw TATTCCGGGGATCCGTCGAC

Apra Rv TGTAGGCTGGAGCTGCTTC

Tabla 1. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion de los genes del

sistema Rsm.

Plasmido Caracteristicas Referencia
pMEG032 Vector para la sobreexpresion de | (Heeb et al,
genes 2000)
MErSmA Plasmido para la sobreexpresion | Cocotl-Yanez et.
rsm
P de rsmA al., 2020
pMErsmM Plasmido para la sobreexpresion )
Este trabajo
de rsmM
MErsmN Plasmido para la sobreexpresion | Cocotl-Yanez et.
rsm
P de rsmN al., 2020
y (Olsen et al,
pUCP20 Vector de clonacion
1982)
pUCrsmA Plasmido para la sobreexpresion | (Cocotl-Yanez
de rsmA et. al., 2020)
Pladsmido para la sobreexpresion )
pUCrsmM Este trabajo
de rsmM
Vector para reemplazo de .
EX18S P P (Garcia et. al.,
m o
p genes por recombinacién en P. 2021)
aeruginosa con resistencia a
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Sm

PEX18SmrsmA::Tc

Vector para reemplazo de
rsmA por recombinacién en P.
aeruginosa con resistencia a

Tc

este trabajo

PEXSmrsmM::Apra

Vector para reemplazo del gen
rsmM por recombinacién en P.
aeruginossa con resistencia a

Apra

este trabajo

PEX18SmrsmN::Apra

Vector para reemplazo del gen
rsmN por recombinacion en P.

aeruginosa con resistencia a

este trabajo

Apra

Plasmido que porta el casete | (Hoang et. al.,
Mini-CTX-lux _ )

de resistenciaa Tc 2000)

Plasmido que porta el casete de | (Gust et. al,
plJ773 _ _

resistencia a Apra 2003)

Tabla 2: Plasmidos utilizados para la transformacion de las cepas. Apra:

apramicina, Sm: estreptomicina, Tc: tetraciclina.

Cepa

Descripcion

Referencia

P. aeruginosa
PAO1

Cepa de referencia

2000)

(Stover et. al.,

P. aeruginosa
PAO1rsmA

Cepa mutante en el gen rsmA,

con resistencia a tetraciclina et.

Sometido)

(Montelongo

al.,

P. aeruginosa
ID4365

Cepa silvestre, aislado ambiental

(Manwar et
al., 2004)

P. aeruginosa
IDrsmA

P. aeruginosa cepa |D4365

mutante en rsmA con

(Cocaotl et. al.,
2020)
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resistencia a tetraciclina

P. aeruginosa Aislado clinico (Martinez  et.
INP-43 al., 2020)
E. coli DH5a E. coli cepa no patégena | (Woodcock,
usada para clonacion. et. al., 1989)
MCLAB

SupE44  (lacZYA-argF)U196
(80/lacZM15) hsdR17 recAl
endAl gyrA96 thi-1 relAl

P. aeruginosa
INP-43/pMErsmA

P. aeruginosa INP-43 con el
plasmido  pMErsmA  que

sobreexpresa a rsmA

este trabajo

P. aeruginosa
INP-43/pMErsmN

P. aeruginosa INP-43 con el
plasmido  pMErsmN  que

sobreexpresa a rsmN

este trabajo

P. aeruginosa
INP-43/pMErsmM

P. aeruginosa INP-43 con el
plasmido  pMErsmM  que

sobreexpresa a rsmM

este trabajo

P. aeruginosa
INP-43/pME6032

P. aeruginosa INP-43 con el
plasmido pME6032 (control de

plasmido)

este trabajo

P. aeruginosa
PAO1rsmA/pUCrsmA

P. aeruginosa cepa PAO1l
mutante en rsmA con el
plasmido pUCrsmA  que

sobreexpresa a rsmA

este trabajo

P. aeruginosa
PAO1rsmA/pUCrsmM

P. aeruginosa cepa PAO1l
mutante en rsmA con el
plasmido  pUCrsmM  que

sobreexpresa a rsmM

este trabajo

P. aeruginosa
PAO1rsmA/puUCP20

P. aeruginosa cepa PAO1

mutante en rsmA con el

este trabajo
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plasmido pUCP20 (control de

plasmido)
P. aeruginosa P. aeruginosa cepa ID4365 | este trabajo
IDrsmA/pUCrsmA mutante en rsmA con el

plasmido  pUCrsmA  que

sobreexpresa rsmA.

P. aeruginosa P. aeruginosa cepa |D4365 | este trabajo
IDrsmA/pUCrsmM mutante en rsmA con el
plasmido  pUCrsmM  que
sobreexpresa rsmM

IDrsmA/PUCP20 mutante en rsmA con el
plasmido pUCP20 (control de

plasmido)

P. aeruginosa P. aeruginosa cepa |D4365 | este trabajo

Tabla 3. Lista de cepas generadas y utilizadas.

5.2 Busqueda de las secuencias del sistema Rsm en la cepa
INP-43.

Se realiz6 una busqueda de las secuencias homologas de los genes del
sistema Rsm de la cepa de P. aeruginosa INP-43 asi como las 500 pb que los
flanquean en los extremos 5’ y 3’, en la plataforma https://pseudomonas.com/,
usando como referencia las secuencias de la cepa de referencia PAOLl
previamente descargadas de esta misma base de datos, desde esta plataforma
se puede realizar el alineamiento de secuencias usando la herramienta BLAST.
Se procedié a realizar el alineamiento de las secuencias para buscar
mutaciones entre estas, las secuencias identificadas como homodlogas se
descargaron de la plataforma y se usaron para disefar los oligonucleétidos.
Los oligonucletidos se disefiaron desde la pagina https://primer3.ut.ee/. Con
esta metodologia, se encontraron cada uno de los elementos del sistema Rsm,

incluyendo a RsmM, en la cepa INP-43.
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5.3 Construccion de los plasmidos pMErsmM y pUCrsmM.

Una vez que se encontré la secuencia de rsmM en la cepa INP-43, se
disefiaron los oligonucledtidos necesarios para amplificarlo (tabla 1).
Posteriormente se procedié a extraer el DNA de la cepa INP-43, usando el kit
para extraccion de DNA cromosomal “thermo Scientific GeneJET genomic DNA
purification kit” basandose en el protocolo establecido por el proveedor. Usando
el DNA extraido y los oligonucleétidos que se disefiaron previamente, se realizd
la amplificacibn de rsmM, mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Se empled la enzima de alta fidelidad “Phusion Hot Start 1l High-Fidelity
DNA Polymerase” en el termociclador “BIO-RAD T100 Thermal cycler” en
gradiente de temperatura de (56°C, 58°C y 60°C) para determinar a qué
temperatura amplificaban estos genes, obteniendo que se podian amplificar
todos a 60°C.

Una vez obtenido el amplificado de rsmM, se purificd por electroforesis, se
cortd la banda correspondiente a rsmM de 669 pb y se purific6 con el kit
“WIZARD SV Gel and PCR Clean-Up System” de acuerdo con el protocolo

estandar del laboratorio que se describe a continuacioén:

Se colocé el fragmento de gel con la banda de DNA en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL. Se agregaron 10 pL de solucién de union a
membrana por cada 10 mg de fragmento de gel. Se mezclé con el vortex y se
incubd entre 50-65°C hasta disolver el gel. Se insert6 la columna en el tubo de
recoleccion. Se transfirid la mezcla disuelta a la minicolumna ensamblada. Se
incubd por 1 minuto y después se centrifugé a 14500 rpm. Se deseché el
filtrado y se reinsertd la columna en el tubo de recoleccion. Se agregaron 700
ML de solucién de lavado de membrana (con etanol), se centrifugd a 14500 rpm
(revoluciones por minuto) por 1 minuto. Se desechd el filtrado y se reinserto la
minicolumna en el tubo colector. Se repitio el paso anterior con 500 pyL de
solucion de lavado de membrana. Se centrifugd a 14500 rpm por 5 minutos
después se vacio el tubo colector y se volvié a insertar la columna ensamblada
por un minuto para permitir la evaporacion del etanol residual. Se transfirié la
minicolumna a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y se agregd 50 pL de

agua estéril libre de nucleasas a la minicolumna. Posteriormente se incubd a
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temperatura ambiente por un minuto y se centrifug6 a 14500 rpm por un
minuto. Por dltimo, se desechd la columna y el DNA obtenido en el tubo de
microcentrifuga se almacené a -2°C. El fragmento fue digerido con las enzimas

EcoR1 y Xhol y purificado nuevamente por columna.

Finalmente, se realizé la restriccion del vector pME6032 con las enzimas
EcoR1 y Xhol para ligarlo al gen rsmM, las ligaciones se realizaron con la
enzima DNA ligasa T4 (Promega). Se siguid este mismo proceso para ligar a
rsmM en el vector pUCP20 usando las enzimas EcoR1 y Hindlll generando el

plasmido pUCrsmM (figura 3).
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Figura 3: Mapa del pladsmido para la sobreexpresion de rsmM utilizando el vector
pUCP20.

5.4 Construccion de los plasmidos para la generacion de las

mutantes.

Para generar los vectores recombinantes se procedid a amplificar las
secuencias que flanquean a los genes rsmA, rsmM 'y rsmN en los extremos 5’
(rio arriba) y 3 (rio abajo) a 500 pb mediante PCR, con la enzima de alta
fidelidad. Posteriormente se amplificaron por PCR los casetes de resistencia a
tetraciclina (TcR) y apramicina (Apra®) a partir de los vectores mini-CTX-lux y

plJ773, respectivamente, usando los oligonucledtidos FwTc/RvTc vy

~ 22 ~



ApraFw/ApraRyv, respectivamente. Estos fragmentos se purificaron de acuerdo
al protocolo estandar del laboratorio. Se realizé la PCR de 3 piezas en el
termociclador BIO-RAD T100 Thermal cycler usando la enzima Phusion Hot
Start Il High-Fidelity DNA Polymerase, a partir de los fragmentos 5’-rsmA y 3'-
rsmA con el casete TcR, los extremos 5'-rsmM y 3’-rsmM con el casete ApraR
y finalmente los extremos 5’-rsmN, 3’-rsmN con el casete de ApraR, obteniendo
rsmA::Tc, rsmM::Apra y rsmN::Apra. Una vez obtenidos los casetes ligados a
los extremos se cortaron con la enzima Hindlll y se purificaron. Posteriormente,
se realizé la restriccion del plasmido pEX18Sm con la enzima Hindlll de
acuerdo al protocolo estandar del laboratorio, y posteriormente se ligé en este
plasmido los fragmentos de la PCR de tres piezas empleando la enzima ligasa
T4, obteniendo asi los plasmidos pEX18SmrsmA::Tc, pEX18SmrsmM::Apra y
pPEX18SmrsmN::Apra. Estas ligaciones se usaron para transformar a la cepa de
E. coli DH5a por choque de calor, de acuerdo al protocolo del laboratorio
(Alexandrine Froger & James E Hall, 2007). Las cepas transformada con el
plasmido pEXrsmA::Tc se sembraron en medio LB adicionado con tetraciclina
(Tc) 15 pg/mL, y las transformadas con pEXrsmM::Apra y pEXrsmN::Apra en
medio LB adicionado apramicina (Apra) 50 pg/mL.

5.5 Obtencion de las cepas de P. aeruginosa.

Para la cepa INP-43 se usaron los plasmidos del vector pME6032 (pMErsmaA,
pMErsmM, pMErsmN y vector vacio pME6032). Para las cepas 1D4365 y PAO1
mutantes en rsmA (IDRsmA y PAO1rsmA), se usaron los plasmidos del vector
pUCP20 (pUCrsmA, pUCrsmM y vector vacié pUCP20), la transformacion se
realizd por electroporacién, de acuerdo al protocolo del laboratorio como a

continuacion se describe:

Se tomé 1 mL de medio de cultivo de toda la noche y se centrifugd, se
realizaron 2 lavados con 800 pL de sacarosa al 10%, y se resuspendié en 600
ML de sacarosa al 10%. Después se tomaron 100 pL y se pasaron a un tubo
Eppendorf, se agreg6 el plasmido 200-500 ng, y se transfirié la mezcla a celdas
de electroporacion-BIO-RAD®. Posteriormente, se electroporé a 1.8 volts
usando el equipo BIO-RAD®Gene Pulser Electroporation system. Se agreg0o

1 mL de medio LB y se incub6 1 hora. Por ultimo, se platearon 100 pL de la
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transformacion en placas de medio LB suplementadas con antibidtico de
seleccion. Se seleccionaron algunas colonias y se resembraron en las placas

con el antibiético correspondiente.

Finalmente se procedid a confirmar la presencia de los plasmidos a través de
extraccion del plasmido y patron de restriccion. Para el caso de los plasmidos
derivados del vector pME6032 se comprobo utilizando las enzimas EcoRI y
Xhol, en el caso de los plasmidos derivados del pUCP20 se utilizaron las

enzimas EcoRI y Hindlll.

Para la cepa 1D4365 transformada con el plasmido pUCrsmA se determiné la
presencia del plasmido mediante PCR y posteriormente electroforesis.

5.6 Cuantificacidon de piocianina.

Se realizaron pre-cultivos de la cepa de interés en medio LB liquido con el
antibiotico correspondiente, se dejaron incubar toda la noche a 37°C. Se ajusté
la densidad 6ptica del indculo a una absorbancia de 0.05, posteriormente de
incubaron las cepas en medio LB liquido a 37°C por 24 horas y la extraccién de

piocianina se realiz6 como se describe a continuacion:

Se centrifugd todo el cultivo de cada una de las cepas a 10,000 rpm por 10
minutos. Se tomaron 5 mL del sobrenadante en un tubo de 50 mL, y luego se
agregaron 3 mL de cloroformo, se agitaron en el vortex y posteriormente se
centrifugaron a 5000 rpm, después se tomo la fase inferior y se transfirio a
tubos de ensayo de 5 mL y se agreg6é 1 mL de HCI, y se agit6. Finalmente se
determind la absorbancia por espectrofotometria UV a 520 nm y se calculo la

cantidad de piocianina en pg mlI*/DO (Densidad Optica).

5.7 Cuantificacion de elastasa.

Se hizo un pre-inéculo de las cepas de interés en medio LB liquido y se dejé
crecer toda la noche a 37° C y 225 rpm. Se inocul6 el medio LB con la cantidad
de pre-indculo apropiado para alcanzar una D.0.600 inicial de 0.05, el cultivo

se puso en una incubadora con agitacion constante a 37°C por 16 h. Se
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determino la D.O. del cultivo obtenido y luego se centrifugd a 14000 rpm por 10
minutos a 4° C y se colocé el sobrenadante en un tubo de reaccion.

Se hicieron 3 réplicas de cada muestra. Para la cuantificacion se agregaron 5
mg de elastina rojo-congo en el tubo de reaccion y se adicionaron 0.85 mL de
amortiguador de fosfatos de sodio 10 mM pH 7.5 y se adicionaron 150 uL de la
muestra problema, a su vez se hizo la mezcla del control negativo, agregando

en un tubo 0.85 mL del amortiguador + 0.15 mL de LB.

Los tubos se incubaron a 37° C con agitacion constante durante 30 minutos en
el caso de la cepa PAOL1 y los correspondientes a la cepa ID4365 durante 1 h.
Posteriormente se centrifugaron a 14000 rpm y se coloco el sobrenadante de
los tubos de reaccion en tubos limpios, finalmente se realizaron las lecturas por

espectrofotometria UV a 495 nm, usando como blanco el control negativo.

5.8 Cromatografia en capa fina (TLC) de ramnolipidos.

Se realizé un pre-inéculo de la cepa de interés en medio LB liquido y se dej6
crecer en agitacion por 16 h a 37° C a 225 rpm. A partir de este pre-cultivo se
inocul6 en medio LB liquido con la cantidad apropiada para alcanzar una D.O.
a 600 nm inicial de 0.05, se dejo crecer a 37°C por 24 h a 225 rpm. Se
centrifugd el cultivo a 14,000 rpm por 10 min a 4°C y se colecto el
sobrenadante en un tubo limpio. Se ajusto el sobrenadante a pH 2 con HCI
concentrado, después se colocaron 5 mL del sobrenadante en un tubo de 15
mL (polipropileno) y se adicionaron 5 mL de la mezcla cloroformo-metanol (2:1)
y luego se agito vigorosamente por 15 minutos. La mezcla se centrifugo a 4000
rpm por 10 minutos a 4 °C y con la ayuda de una pipeta de vidrio se transfirié la
fase organica (inferior) a un tubo nuevo y se dej6é en la campana para evaporar
el solvente. Se repitié la extraccién y se puso la fase organica en el tubo que
contiene la primera extraccion y se dejo evaporar hasta quedar 1 o 1.5 mL, los
cuales se pasaron a un tubo de 1.5 mL y se dejo evaporar el solvente
completamente en una campana de extraccién. Finalmente, el extracto

obtenido se resuspendié en 100 yL de metanol.
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Se uso la placa TLC SILICA GEL 60 F254 (MERK catalogo 1.05554.0001). Se
corrieron las 18 muestras correspondientes a cada cepa en la placa de silica, la
placa se coloc6 en la cdmara usando como eluyente cloroformo:metanol:acido
aceético 65:15:2.

Por dltimo, se reveld la placa usando a-naftol y colocandola a 80°C hasta la

aparicion de bandas color rojo que corresponden a los ramnolipidos.

6 Resultados.

6.1 Busqueda de los homdédlogos del sistema Rsm y

descubrimiento de RsmM.

Como se menciond, la cepa INP-43 de P. aeruginosa es un aislado clinico y
cuya regulacién de los factores de virulencia por el sistema Rsm no ha sido
investigado. Por lo tanto, para comenzar su estudio se llevo a cabo la
busqueda de los genes homologos del sistema Rsm (rsmA, rsmN, rsmV, rsmW,
rsmY, rsmZ) utilizando como referencia los genes de la cepa PAOLl. De
acuerdo al analisis bioinformatico con BLAST, se encontraron los homadlogos
de estos genes en la cepa INP-43. Se determin6 que tanto RsmA y RsmN de la
cepa INP-43 son idénticos a RsmA y RsmN de la cepa PAOl en sus
estructuras de aminoacidos. A nivel de secuencia nucleotidica, rsmA alinea de
manera global en un 100%, mientras que rsmN alinea en un 98.2%. Ademas,
se encontré un gen que en 100 pb alinea con rsmA en un 75% y en una region

de 60 aminoacidos con 75% de identidad (tabla 4 y figura 4).

Gen % Identidad secuencia de | % Identidad secuencia de
DNA aminoéacidos

rsmA 100% 100%

rsmN 98.2% 100%

rsmMm 31% (global) 75% (local) 75.24% (local)

Tabla 4: Resultados del alineamiento de secuencias de DNA y de aminoacidos
con respecto a las secuencias de referencia de la cepa PAOL.
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# Aligned_sequences: 2
# 1: CsrA_INP-43
# 2: RsmA_PAD1
# Matrix: EBLOSUMG2
# Gap_penalty: 18.8
# Extend penalty: 8.5
b
# Length: 123
# Identity: 6f123 (29.3%)
# Similarity: 477123 (38.2%)
# Gaps: 62f123 (50.4%)
# 5Score: &
o
s
CsrA_INP-43 I MLILTRAPGETLHIGDNITVTVLGSQGDOVRELGITAPDOVATIHRSETIYQQ 58
PERRRRE-TRRh -z == hede-nh-=0hean-1001:
REmA_PADL 1 MLILTRRVGETLMVGDDVTVTVLOGVEGNOVRIGVNAPKEVAVHREEIY(R 58
CsrA_INP-43 51 IGNVRPVPPAELVEAWNREHPAPALIEYRPYRGAEPQRTRTVGRASVSLG
Mo aeEans |ain
RsmA_PAD1 51 IQKEKDQEPNH=====scccccccscccccsasccnannaanaaaanans 61
CsrA_INP-43 181 GAAVIWIEGDSAPVALRACTAIS 123
RsmA_PAD1 6] ==c==sssssscssassass=ss
- ASMERTIERS e = ST S T e R TN e S P R R
e e e e e e e e e e e
| Length: 59
Identity: 3659 (61.0%)
Similarity: 47f59 (79.7%)
Gaps: af59 ( a.8%)
Score: 1B9.0
carbon_storag 1 MLILTRRPGETLHIGDNITVTVLGSQGDOVRLGITAPDDVAIHRSEIYDQ 58
PRERREE- TRz R0z hzaph-s0=nl-1111:
LT 1 MLILTRRVGETLMVGDDVTVTVLGVKGNOQVR IGYNAPKEVAVHREETYQR 50
carbon_storag 51 IGNVRFVPP 59
[ .
RsmA 51 IQKEKDQEP 59

Figura 4: a) Alineamiento global con las secuencias de aminoacidos de la secuencia problema
de INP-43 “CsrA-INP43" contra RsmA de la cepa PAOL1 “_PAOI", en el que se observa un 29.3
de identidad y un 38.2 de similitud. b) Alineamiento local de las secuencias de aminoacidos (59
primeros aminodacidos) de la secuencia problema “carbon_storage” de la cepa INP-43 con la
secuencia RsmA de la cepa PAOL. Con un 60.0% de identidad y un 79.7% de similitud.

De acuerdo con los datos de NCBI, esta secuencia corresponde a una proteina
de union a RNAm. Debido a que esta proteina encontrada era muy parecida a
RsmA en los primeros 60 aminoacidos, se realizO una busqueda en los
genomas de P. aeruginosa utilizando la secuencia de aminoacidos de esta
proteina. Se encontré6 un homélogo con el que presentaba un 100% de
identidad en la secuencia de aminoé&cidos, dicha secuencia correspondia con la

proteina RsmM de P. aeruginosa HEXI1T el cual fue reportada por Sobrero &
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Valverde (2020). Por lo tanto, la cepa INP-43 contiene en su genoma tres

proteinas reguladoras del sistema Rsm.

Es importante mencionar que se realizé la busqueda de esta proteina en la
cepa PAOLl en donde no se encontro y en la cepa 1D4365 en dénde se

encontré una proteina que presenta un 77.931% con RsmM de la cepa INP-43.

Length: 123

Identity: 123/123 (100.0%)
similarity: 123/123 (100.0%)

Gaps:
Score: 633.0

carbon_storag
RsmM_P.aerugil
carbon_storag
RsmM_P.aerugil
carbon_storag

RsmM_P.aerugi

Figura 5: alineamiento global de secuencias de aminoacidos, de la secuencia problema

0/123 ( 0.0%)

1 MLILTRRPGETLHIGDNITVTVLGSQGDQVRLGITAPDDVAIHRSEIYQQ

FEEEEELRERE e e e e e e e e e ey
1 MLILTRRPGETLHIGDNITVTVLGSQGDQVRLGITAPDDVAIHRSEIYQQ

51 IGNVRPVPPAELVEAWNREHPAPALIEYRPYRGAEPQRTRTVGRASVSLG

FEEEEELRREE e e e e e e e e e e b e
51 IGNVRPVPPAELVEAWNREHPAPALIEYRPYRGAEPQRTRTVGRASVSLG

101 GAAVIWIEGQSAPVALRACTAIS 123

(ANRNRNRRRRRRRARR Y
191 GAAVIWIEGQSAPVALRACTAIS 123

“carbon_storage” con RsmM de P. aeruginosa HEXT1 “RsmM_P.aeruginosa”.

De acuerdo con las estructuras propuestas por Sobrero & Valverde (2020)
RsmA y RsmM comparten las estructuras 1,2,3,4 asi como una hélice al. Sin
embargo, RsmM presenta una a- hélice adicional a2, y 2 dominios de hoja [3,

B5y 6. Ademas presenta el residuo R44, el cual es necesario para la unién a

RNA (Sobrero y Valverde 2020) (figura 6).

10

20 a0 40 44

B - rCETLHIGDNITVTVLGSQGDQVRLGITAPDDVAIHRSE
IYQQIGNVR PVPPAELYEAWNREHPAPALIEYRPYRGAEPQRTRTV

GRASVS LIG GAAVIWIEGQS APVALRACTAIS*

ke LTI SHRTAMAEEE G0

= fiEm 2 B3 m i)

ML et TUHTCR VTV oOVRUCTTAPUONACHRSE IO YEPYERAE (1., wyEaeebenpiLCE P saePany

smMM  pymsvccurlzesspmalis
e 2 m p3 = i

lan .

Figura 6: a) sombreado en roja se muestra el dominio que caracteriza a las proteinas
homologas de RsmA y sombreado en amarillo se encuentra el residuo de arginina 44 necesario
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para uniéon a RNA. b) Comparacion de la estructura de RsmA con RsmM (Sobrero & Valverde
2020).

Con respecto a los RNAs pequefios, se usaron como referencia los genes
rsmV, rsmW, rsmY, rsmZ y se buscaron en la cepa INP-43, se encontrd que los
cuatro RNAs pequeiios se encuentran en la cepa INP-43 con un 100% de
identidad con respecto a la cepa PAOL1.

6.2 Determinacion de la funcién de RsmM en las cepas PAO1l e

ID4365 de P. aeruginosa.

Debido a que la funcion de RsmM no ha sido caracterizada y con la finalidad de
determinar si es un homélogo funcional de RsmA, se construy6 el pladsmido
pUCrsmM con el fin de sobreexpresar dicho gen en las mutante en rsmA de las
cepas PAO1 e ID4365 previamente construidas y posteriormente evaluar si

esta sobreexpresion restaura el fenotipo en dichas mutantes.

6.2.1 Construccién del plasmido pUCrsmM.

A partir de la restriccion del vector pUCP20 (figura 7) cortado con las enzimas
de restriccion Hindlll y EcoR1, se insert6 el gen rsmM. La reaccion de ligacion
se usO para transformar a la cepa E. coli DH5q, y las células obtenidas se
sembraron en medio LB suplementado con Cb200. Posteriormente, las
candidatas obtenidas se sembraron en medio LB liquido+Cb200 a 37°C, y
luego se extrajo el DNA.

La confirmacién de la obtencién del plasmido pUCrsmM (figura 6) se realiz6 por
restriccion con las enzimas Hindlll/EcoR1 el cual libera el inserto del vector. En
la figura 6, en los carriles 2 y 4 se observa la presencia del gen rsmM de 669
pb y el vector pUCP20, confirmado la construccion del plasmido de manera

correcta.
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1 2 P M 3 4 Figura 7: Restriccion de los
plasmidos construidos utilizando

el vector Pucp20: en los carriles
(2) y (4) se muestran las bandas
correspondientes a rsmM de
669 pb. PM: Marcador de peso
molecular.

6.2.2 Obtencion de las cepas mutantes en rsmA de la cepa PAO1 e ID4365

que sobreexpresan a rsmM.

Para evaluar los efectos de la sobreexpresion de rsmM y compararlos con la
sobreexpresion de rsmA, se procedié a transformar por electroporacion las
mutantes en rsmA de las cepas ID4365 y PAO1 (IDrsmA y PAO1rsmA) con los
plasmidos pUCrsmM (figura 8). Adicionalmente se transformdé la cepa

PAO1rsmA con el plasmido pUCrsmA (figura 8).
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Figura 8: Construccion de los plasmidos in silico. a)plasmido pUCrsmaA, la regién sombreada de
colorol azul se muestra el gen rsmA b) pUCrsmM, la region sombreada en azul corresponde al
gen rsmM.

La confirmacion de la presencia de los plasmidos pUCrsmM en las cepas
candidatas se realiz6 extrayendo el plasmido a partir de un cultivo liquido y
posteriormente se llevé a cabo una restriccion con las enzimas EcoR1 y Hindlll,
liberando el fragmento correspondiente al plasmido pUCP20 de 2923 pb y el
fragmento correspondiente a rsmM 669 pb. En la figura 9 se muestra la
electroforesis de las candidatas, en la que se observa en los carriles 4 y 6 que
corresponden a la cepa PAOL1rsmA la presencia del gen rsmM de 669 pb y en
el carril 8 que corresponde a la cepa IDrsmA y también se observa la banda de
669 pb de rsmM, a partir de estos resultados se confirmé que se obtuvieron las
cepas transformadas IDrsmA/pUCrsmM y PAO1rsmA/pUCrsmM.
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Figura 9: Restriccion del DNA del plasmido extraido de las candidatas de PAOLlrsmA e IDrsmA
transformados con el plasmido pUCrsmM. P.M. corresponde al carril del marcador de peso
molecular en pb. (1) corresponde al carril de la restriccion de IDrsmA/pUCrsmM, no se obtuvo
la banda correspondiente al gen rsmM. (2) corresponde al control de restriccién en el que se
observa la banda que corresponde al plasmido pUCrsmM. (3) corresponde al carril del control
de restriccion de la cepa PAO1lrsmA/pUCrsmM. (4) corresponde al carril de la restriccion de
PAO1rsmA/pUCrsmM en el que se puede observar la banda de rsmM de 669 pb. (5) carril
correspondiente al control de restriccion PAOlrsmA/pUCrsmM se observa la banda de
pUCrsmM. (6) carril de la restriccion de PAO1rsmA/pUCrsmM se observa la banda de 669 pb
correspondiente a rsmM. (7) Carril correspondiente al control de restriccion 1IDrsmA/pUCrsmM
se observa la banda pUCrsmM. (8) corresponde al carril de la reestriccion de IDrsmA/pUCrsmM
se puede observar la banda correspondiente a rsmM de 669 pb.

Por dltimo se confirmé la transformacién de PAOlrsmA con el plasmido
pUCrsmA por PCR, en la figura 10 se muestra la electroforesis de los
amplificados, en la que se encuentra la banda de 504 pb que corresponde al
gen rsmA, resultado con el que se confirmé que se obtuvo la cepa
PAO1rsmA/pUCrsmA.
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Figura 10: Electroforesis de la PCR, se usé el DNA templado de diferentes colonias de
PAO1rsmA/pUCrsmA. P.M. corresponde al marcador de peso molecular en Kb. (1)
corresponde al control positivo del fragmento de rsmA de 504 pb. (2) corresponde al carril de la
colonia 2 en la que se observa el fragmento de rsmA de 504 pb. (3) corresponde al carril de la
colonia 7 en el que se observa el fragmento de rsmA de 504 pb. (4) corresponde al duplicado
de la colonia 7 en el que se observa nuevamente el fragmento de rsmA. (5) control negativo de
PCR.

6.2.3. Efecto de la sobreexpresiéon rsmM en la produccién de piocianina

en la cepa IDrsmA.

Con el fin de evaluar el efecto de la sobreexpresion de rsmM en la produccion
de piocianina se cultivaron la cepa silvestre, la cepa mutante en rsmA
(IDrsmA), la mutante en rsmA que sobreexpresa rsmM (IDrsmA/pUCrsmM) y
control de plasmido pUCP20 (IDrsmA/PUCP20) en medio LB liquido a 37°C
por 24 horas y posteriormente se realizd la extraccion de piocianina, se

determind por espectrofotometria a 520 nm.

Como se puede observar en la figura 11, la cepa que sobreexpresa rsmM
(IDrsmA/pUCrsmM), produce una cantidad de piocianina significativamente
menor comparada con la mutante en rsmA (IDrsmA) y el control de plasmido
(IDrsmA/PUCP20), siendo la produccion de piocianina en IDrsmA/pUCrsmM
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menos de la tercera parte de lo que produce la cepa IDrsmA, llevando la

produccion de piocianina a niveles similares a la cepa silvestre.
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Figura 11. Grafica de barras de la cuantificacion de piocianina de la cepa ID4365, en el eje X
corresponde a las cepas usadas en la cuantificacién: la cepa silvestre 1D4365, la cepa mutante
en rsmA (IDrsmA), la mutante en rsmA que sobreexpresa rsmM (IDrsmA/pUCrsmM) y control
de plasmido pUCP20 (IDrsmA/pUCP20), mientras que en el eje Y corresponde a la piocianina
producida en (ug mL* / D.0O.). Las barras de error indican la desviacion estandar, las estrellas
corresponden al nivel de significancia estadistica de acuerdo a la prueba t de student,
*=0.05>p>0.01, **=0.01>p>0.001 y ***=p<0.001. Se observa la disminucion de la produccién de
piocianina como efecto de la sobreexpresion de rsmM.

6.2.4 Efecto de la sobreexpresion de rsmM en la produccion de piocianina
en la cepa PAOrsmaA.

Con el fin de evaluar los efectos de la sobreexpresion de rsmM en la
produccién de piocianina en la cepa PAO1 mutante en rsmA, se cultivo la cepa
PAO1 silvestre, la cepa mutante en rsmA (PAOlrsmA), la mutante que
sobreexpresa rsmM (PAO1rsmA/pUCrsmM) y el control de transformacion
(PAO1rsmA/pUCP20), en medio LB liquido a 37°C por 24 horas y
posteriormente se realizd la extraccion de piocianina, se determiné por
espectrofotometria a 520 nm.

En la cuantificacion de piocianina en la cepa PAOL1 (figura 12), la cepa mutante
en rsmA que sobreexpresa a rsmM (PAOlrsmA/pUCrsmM), presenta una
cantidad significativamente menor de piocianina, comparada con la cepa PAO1
mutante en rsmA (PAO1rsmA) y el control de plasmido (PAO1lrsmA/pUCP20),

lo cual nos indica que la sobreexpresion de rsmM tiene como efecto la
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disminucién en la produccién de piocianina, a niveles similares a la cepa
silvestre en la mutante en rsmA. Por otro lado, solo PAOlrsmA/pUCP20
presenta una produccion de piocianina significativamente menor que PAO1, sin
embargo no se encontraron diferencias en la produccion de piocianina entre las
cepas PAOlrsmA y PAO1rsmA/pUCP20 por lo que ambas mutantes producen
niveles de piocianina similares.
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Figura 12. Grafica de barras de la cuantificacion de piocianina de PAOL, en el eje X
corresponde a las cepas usadas en la cuantificacién: la cepa silvestre PAOL, la cepa mutante
en rsmA (PAO1rsmA), la mutante en rsmA que sobreexpresa a rsmM (PAOLlrsmA/pUCrsmM) y
control de plasmido pUCP20 (PAO1rsmA/pUCP20), mientras que en el eje Y corresponde a la
piocianina producida en (ug mL* / D.O.) . Las barras de error indican la desviacién estandar,
las estrellas corresponden al nivel de significancia estadistica de acuerdo a la prueba t de
student, *=0.05>p>0.01, **=0.01>p>0.001 y ***=p<0.001. Se observa la disminucion de la
produccion de piocianina como efecto de la sobreexpresion de rsmM.

6.2.5 Efecto de la sobreexpresion rsmM en la producciéon de elastasa en la
cepa IDrsmA.

La inactivacion de rsmA en la cepa silvestre 1D4365 tiene como efecto una
menor produccidon de elastasa, por lo tanto, con la finalidad de determinar si
RsmM es capaz de restaurar dicho fenotipo, medimos la produccion de
elastasa cultivando la cepa silvestre, la cepa mutante en rsmA (IDrsmA), la
cepa mutante en rsmA transformada que sobreexpresa a rsmA
(IDrsmA/pUCrsmA), la mutante en rsmA que sobreexpresa a rsmM
(IDrsmA/pUCrsmM) y control de plasmido pUCP20 (IDrsmA/PUCP20), durante
16 horas a 37°C en medio LB liquido. Posteriormente se realizé el ensayo de
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elastasa con el reactivo elastina rojo congo, se determiné la absorbancia por

espectrofotometria UV a 495 nm, este ensayo se realizé por triplicado.

Los resultados mostraron que la cepa IDrsmA/pUCrsmM presenta una
produccion significativamente mayor de elastasa de aproximadamente 4 veces
mas al comparar con la cepa silvestre (ID4365), la mutante en rsmA (IDrsmA) y
la mutante en rsmA transformada con el plasmido vacio (IDrsmA/pUCP20), y
una produccion de elastasa significativamente mayor, de casi el doble
comparada con la cepa que sobreexpresa a rsmA (IDrsmA/pUCrsmA) (figura
13). Asi, se observa un efecto de la sobreexpresion de rsmM en la produccion
de elastasa en la cepa ID4365, el cual es un aumento en su produccién incluso
mayor que al sobreexpresar a rsmA. De manera similar, al sobreexpresar a
rsmA (IDrsmA/pUCrsmA) se observa un aumento significativo en su produccion
cuando se compara con la cepa ID4365, y este aumento es alin mayor cuando
se compara con las cepas IDrsmA e IDrsmA/pUCP20. Por ultimo, al comparar
entre las cepas 1D4365, IDrsmA e IDrsmA/pUCP20 no se observan diferencias

significativas en la produccion de elastasa.
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Figura 13. Gréafica de barras de la cuantificacién de elastasa de la cepa ID4365, en el eje X
corresponde a las cepas usadas en la cuantificacién: la cepa silvestre 1D4365, la cepa mutante
en rsmA (IDrsmA), la cepa mutante en rsmA que sobreexpresa rsmA (IDrsmA/pUCrsmA), la
cepa mutante en rsmA que sobreexpresa rsmM (IDrsmA/pUCrsmM) y el control de plasmido
pUCP20 (IDrsmA/PUCP20), mientras que en el eje Y corresponde a la elastasa producida en
absorbancia/D.O. Las barras de error indican la desviacion estandar, las estrellas corresponden
al nivel de significancia estadistica de acuerdo a la prueba t de student, *=0.05>p>0.01,
**=(0,01>p>0.001 y ***=p<0.001. Se observa el aumento de la produccion de elastasa como
efecto de la sobreexpresion de rsmM.
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6.2.6 Efecto de la sobreexpresion rsmM en la produccion de elastasa en la
cepa PAOrsmA.

Para determinar si habia diferencias en la producciébn de elastasa al
sobreexpresar a rsmM en la cepa PAO1 mutante en rsmA, se cultivaron la cepa
silvestre PAO1, la cepa mutante en rsmA (PAOlrsmA), la cepa mutante en
rsmA que sobreexpresa a rsmA (PAOlrsmA/pUCrsmA), la mutante en rsmA
gue sobreexpresa a rsmM (PAOlrsmA/pUCrsmM) y el control de plasmido
pUCP20 (PAO1rsmA/pUCP20), durante 16 horas a 37°C en medio LB liquido.
Después se realizé el ensayo de elastasa con el reactivo elastina rojo congo,
se determind la absorbancia por espectrofotometria a 495 nm, este ensayo se
realiz6 por triplicado.

En la cuantificacion de elastasa para la cepa PAO1 (figura 14), se observé que
en la cepa que sobreexpresa a rsmM (PAOLlrsmA/pUCrsmM), se produce una
cantidad de elastasa significativamente menor comparada con la cepa silvestre
(PAO1), quien produce 10 veces mas elastasa. Al comparar la cepa
complementada con rsmA (PAO1lrsmA/pUCrsmA) con la cepa que
sobreexpresa a rsmM (PAOlrsmA/pUCrsmM, se observa que la producciéon de
elastasa de la cepa que sobreexpresa rsmM, es significativamente menor,
siendo menos de la cuarta parte. La cepa PAOlrsmA/pUCrsmM produce la
menor cantidad de elastasa entre todas las cepas, produce de manera
significativa menos de la cuarta parte de elastasa de lo que la cepa PAOlrsmA
produce. Se observa una disminucion en la produccion de elastasa causado
por la sobreexpresion de rsmM. Basado en los resultados anteriores, el efecto
de la sobreexpresion de rsmM en la cepa PAO1l es la disminucion en la
produccion de elastasa. Ademas, la delecibn de PAO1 mutante en rsmA no
presenta una diferencia significativa en la produccién de elastasa al comparar
con la cepa PAO1, en este caso no se encontr6 un efecto de rsmA en la

produccion de elastasa en la cepa PAOL.
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Figura 14. Grafica de barras de la cuantificacion de elastasa de la cepa PAOL, en el eje X
corresponde a las cepas usadas en la cuantificacion: la cepa silvestre PAO1, la cepa mutante
en rsmA (PAO1rsmA), la mutante en rsmA que sobreexpresa rsmA (PAO1lrsmA/pUCrsmA), la
mutante en rsmA que sobreexpresa a rsmM (PAOlrsmA/rpUCsmM) y control de plasmido
pUCP20 (PAO1rsmA/PUCP20, mientras que en el eje Y corresponde a la elastasa producida
en absorbancia/D.O. Las barras de error indican la desviacion estandar, las estrellas
corresponden al nivel de significancia estadistica de acuerdo a la prueba t de student,
*=0.05>p>0.01, **=0.01>p>0.001 y ***=p<0.001. Se observa la disminucion de la produccién de
elastasa como efecto de la sobreexpresion de rsmM.

6.2.7 Efecto de la sobreexpresibn de rsmM en la producciéon de

ramnolipidos en las mutantes en rsmA de la cepa PAO1 e ID4365.

Con el fin de evaluar si la sobreexpresion de rsmM tiene un efecto en la
produccion de mono-ramnolipidos y di-ramnolipidos en las cepas PAO1l e
ID4365 mutantes en rsmA, se cultivaron estas cepas, asi como sus respectivas
cepas silvestres, sus mutantes en rsmA que sobreexpresan a rsmA, mutantes
en rsmA que sobreexpresan a rsmM y las cepas mutantes con el pladsmido
vacio como control, por 24 horas a 37°C en medio LB liquido, posteriormente
se realiz6 la extraccion de ramnolipidos, y se realiz6 la cromatografia en capa

fina.
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Figura 15: TLC de ramnolipidos. Las flechas verdes indican la presencia de mono-ramnolipidos,

mientras que las flechas rojas indican la presencia de di-ramnolipidos. 1 ID4365. 2 IDrsmA. 3

IDrsmA/pUCrsmA. 4 IDrsmA/pUCrsmM. 5 IDrsmA/pUCP20. 6 CTRL. 7 PAOL. 8 PAOlrsmA. 9

PAO1rsmA/pUCrsmA. 10 PAO1rsmA/pUCrsmM. 11  PAO1rsmA/pUCP20. 12
PAO1rsmA/pUCrsmA7.

Como se muestra en la figura 15, se determind que la cepa ID4365 produce
mono Yy di ramnolipidos, mientras que la mutante en rsmA (IDrsmA) no produce
ninguno de los dos. En la cepa que sobreexpresa a rsmA (IDrsmA/pUCrsmA)
se restaura el fenotipo de produccion similar a lo que ocurre en la cepa que
sobreexpresa a rsmM.
Por ultimo, el plasmido vacio (IDrsmA/PUCP20) no causa ningun efecto y

presenta el mismo fenotipo que la mutante en rsmA.

Con respecto a la cepa PAO1, la cepa silvestre produce ramnolipidos mientras
gue la mutacidn en rsmA no parece tener un efecto en su produccion. Al
sobreexpresar a rsmA en la mutante en rsmA la produccién de mono-
ramnolipidos y di-ramnolipidos no cambia, sin embargo, contrario a lo sucedido
en la cepa ID4365 la sobreexpresion de rsmM en la mutante en rsmA de la
cepa PAO abate la produccién de ramnolipidos. Como es de esperarse, el

plasmido vacio no tiene ningun efecto en la produccion de estos compuestos.
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6.3 Efecto de la sobreexpresion de rsmA, rsmN y rsmM en la

cepa INP-43 sobre la produccién de piocianina.
6.3.1 Construccién del plasmido pMErsmM.

Debido a que los plasmidos que permiten la sobreexpresion de rsmA y rsmN
utilizando el vector pME6032 ya estaban construidos, se procedid a construir
Unicamente el pldsmido que sobreexpresa a rsmM (Tabla 2) mediante la
restriccion de este vector con las enzimas EcoR1 y Xhol y posterior ligacion

del gen rsmM.

La reaccion de ligacion se uso para transformar a la cepa E. coli DH5q, se
seleccionaron clonas resistentes a tetraciclina y se confirmé la obtencién del
plasmido por patron de restriccion utilizando las enzimas EcoR1/Xhol, para

separarlo por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

La figura 16 corresponde a la electroforesis, en los carriles 2, 6 y 8 se observa

la presencia de rsmM, confirmado la presencia del plasmido.

M.PM (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8)
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Figura 16: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la restriccion del plasmido pMErsmM. El
Carril “M.PM” corresponde al marcador de peso molecular en pb. Los carriles (1), (3), (5) y (7)
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corresponden al plasmido pMErsmM sin digerir. Los carriles (2), (4), (6) y (8) corresponden a la
restriccion del plasmido pMErsmM, mientras que en los carriles (2), (6) y (8) se puede observar
la banda del fragmento correspondiente al gen rsmM. de 669 pb

6.3.2 Obtencidn de las cepas que sobreexpresan a rsmA, rsmNy rsmM en

P. aeruginosa INP-43.

Los plasmidos pMErsmA, pMErsmM y pMErsmN (figura 17) se usaron para
transformar a la cepa INP-43 (Tabla 2). A las candidatas obtenidas se les
extrajo el plasmido y se realiz6 la restriccion con las enzimas EcoR1 y Xhol, se

corrieron en gel de agarosa al 1% las restricciones y se confirmaron la

presencia de los plasmidos como se muestra en la figura 18.

w11 PagCl bl (10,135

Figura 17: Mapas de los plasmidos.
a)pMErsmaA la region sombreada en
color azul corresponde al gen rsmA,
b)pMErsmM en la region sombreada en
color azul corresponde al gen rsmM,

« c)pMErsmN en la region sombreada en
color azul correponde al gen rsmN.
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Figura 18. Confirmacion de la transformacién. a) Confirmacion de la presencia de los plasmidos
de interés en la cepa INP-43. PM es el marcador de peso molecular en pb. En el carril (1) se
muestra el control que corresponde al plasmido pMErsmM sin digerir de 10496. En el carril (2)
se muestra la restriccion con las enzimas EcoR1/Xhol y se observa la banda del fragmento
gue corresponde al gen rsmM de 669 pb. En el carril (3) se muestran las bandas
correspondientes al plasmido pMErsmA de 10320 pb. En el carril (4) se muestra la restriccion
de pMErsmA, en el que se observa la banda del fragmento correspondiente a rsmA de 504 pb.
El carril (5) corresponde al control pMErsmN sin digerir. El carril (6) corresponde a la restriccion
del plasmido pMErsmN, se observa la banda del fragmento correspondiente al gen rsmN de
611 pb.

6.3.3 Cuantificacidén de piocianina en la cepa INP-43 que sobreexpresa a

rsmA, rsmN o rsmM.

Para determinar cémo afecta la sobreexpresion de rsmA, rsmM y rsmN en la
produccion de piocianina, se cultivé la cepa INP-43 con los plasmidos para
sobreexpresar a rsmA (INP-43/pMErsmA), rsmM (INP-43/pMErsmM), rsmN
(INP-43/pMErsmN) en el vector pME6032 y el control de plasmido
(INP-43/pME6032), en medio LB liquido, al que se agreg6 IPTG como inductor
para la transcripcion, se incub6 a 37°C por 24 horas y posteriormente se realizo
la extraccion de piocianina, se determind por espectrofotometria a 520 nm.
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Figura 19. Grafica de barras de la cuantificacion de piocianina de INP-43, en el eje “X”
corresponde a las cepas usadas en la cuantificacion: la cepa silvestre INP-43, la cepa que
sobreexpresa rsmA (INP-43/pMErsmA), la cepa que sobreexpresa rsmM (INP-43/pMErsmM), la
cepa que sobreexpresa rsmN (INP-43/pMErsmN) y control de plasmido pME6032
(INP-43/pME6032), mientras que el eje “Y” corresponde a la piocianina producida en (ug mL™/
D.0.) . Las barras de error indican la desviacion estandar, las estrellas corresponden al nivel de
significancia estadistica de acuerdo a la prueba “t de student”, *=0.05>p>0.01, **=0.01>p>0.001
y **=p<0.001. Se observa la disminucién de la produccién de piocianina como efecto de la
sobreexpresion de rsmM.

En la cuantificacion de piocianina (figura 19), se encontré que el control del
plasmido (INP-43/pME6032) presenta una cantidad significativamente mayor
de piocianina comparada con la cepa silvestre (INP-43), demostrando que la
presencia del plasmido tiene un efecto en la produccion de piocianina. Por otro
lado, a pesar del efecto provocado por el plasmido vacio, al expresar a rsmA
(INP-43/pMErsmA) y rsmM (INP-43/pMErsmM), disminuyen la produccion de
manera significativa comparado con la cepa INP-43/pME6032, en un 80% Yy
95% respectivamente. Por otro lado, la cepa INP-43/pMErsmN a pesar de que
produce niveles significativamente menores de piocianina comparados con la
cepa INP-43/pME6032 produce practicamente el doble de piocianina que la
cepa silvestre. Ademas, es importante mencionar que al sobreexpresar a rsmM
la produccién de piocianina es significativamente menor comparada con la
cepa silvestre, es aproximadamente 80% mas baja. A pesar de que existe esta
diferencia la interferencia del vector pME6032 en el analisis no permite
confirmar que hay un efecto de RsmM que provoca la reduccion en la

produccion de piocianina en la cepa INP-43. Por ultimo, no se encontraron
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diferencias significativas al comparar la cepa INP-43/pMErsmA con la cepa
INP-43.

6.4 Construccion de los plasmidos para generar mutaciones en

rsmA, rsmN 'y rsmM en P. aeruginosa INP-43.

Con el objetivo de construir plasmidos que permitan la generacion de
mutaciones por reemplazo de los genes en rsmA, rsmN y rsmM, se
amplificaron 500 pb rio arriba y rio abajo de cada uno de los genes.
Posteriormente se realiz6 un PCR de tres piezas utilizando los fragmentos 5, 3’
y el casete de resistencia para tetraciclina en el caso de la mutacion en rsmA 'y
de apramicina para las mutantes en rsmN 'y rsmM. Los productos de la PCR de

tres piezas (figura 20) fueron purificados y posteriormente digeridos con la

enzima Hindlll.

(1) (2) PM (3)(4)

Figura 20. PCR de los casetes
recombinantes y vector pEX18Sm. PM
corresponde al marcador de peso molecular
pb, el carril (1) muestra la restriccion de
PEX18Sm de 7232 pb, el carril (2)
corresponde al amplificado de rsmM::Apra
2485 pb. El carril (3) corresponde al
amplificado de rsmN::Apra de 2272. y por
ultimo el carrii  (4) corresponde al
amplificado de rsmA::Tc de 2559.

en

de

El plasmido pEX18Sm fue digerido con la enzima Hindlll, y se ligaron los
productos de PCR digeridos con la misma enzima. Las reacciones de ligacion
fueron usadas para transformar a la cepa DH5q, se seleccionaron candidatas
gue crecieran en el antibidtico de seleccidn y posteriormente se extrajo el
plasmido de acuerdo al protocolo y se realizé la restriccion con Hindlll (figura
21).
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Figura 21: Restriccidon de los plasmidos recombinantes. a) PM corresponde al marcador de
peso molecular. (4) se muestra la restriccién del plasmido pEX18SmrsmM::Apra y se muestra
la banda correspondiente al fragmento de rsmM::Apra de 2483 pb. En los carriles (6) y (8) se
muestra la restriccion del plasmido pEX18SmrsmN::Apra y se observa la presencia de la banda
correspondiente al fragmento rsmN::Apra de 2272. b) PM corresponde al marcador de peso
molecular, en los carriles (2) y (4) se muestra la restriccion del plasmido pEX18SmrsmA::Tc, y
se observa la banda correspondiente al fragmento de rsmA::Tc de 2559.

Por lo tanto, se construyeron de manera correcta los plasmidos (figura 22) para
posteriormente generar las mutaciones en la cepa INP-43 y determinar el
efecto de la inactivaciéon de cada gen sobre la produccion de los factores de

virulencia.
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7 Discusion.

De acuerdo al analisis in silico realizado por Sobrero y Valverde (2020), existen
diversos homoélogos de la proteina reguladora post-transcripcional RsmA
altamente conservada en el género Pseudomonas. Entre ellos se encuentra
RsmN que a pesar de compartir dominios estructurales y cataliticos con RsmA,
su efecto es menor (Morris et. al., 2013), el resto de los homélogos aun no han
sido caracterizados. En este estudio realizamos el analisis in silico del sistema
Rsm en la cepa INP-43 la cual es una cepa virulenta, aislada de un paciente
pediatrico, con la caracteristica de que es una mutante en LasR (Martinez
Carranza et. al., 2020) por lo que esta mutacion deberia modificar la forma en
la que regula los factores de virulencia, ademas, esta cepa sobreproduce
piocianina en comparacion con la cepa clinica de referencia PAO1 (Martinez-
Carranza et. al., 2020). Encontramos que en el genoma de la cepa INP-43
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contiene al gen rsmA con 100% de identidad de la secuencia nucleotidica con
rsmA de la cepa PAO1, a rsmN con 98.2% de identidad de la secuencia
nucleotidica con rsmN de la cepa PAOL. Ademas, identificamos un homologo
conocido como RsmM exclusivo del linaje de P. aeruginosa, el cual presenta
una estructura con los dominios cataliticos y estructurales de RsmA (Sobrero &
Valverde 2020). RsmM no habia sido caracterizado en ninguna cepa. De
acuerdo a un estudio previo in silico este gen se habia hallado en la cepa de P.
aeruginosa HEXT1, basado en su analisis estructural esta proteina deberia
presentar la misma funcién de regulador post-transcriptional que RsmA. Sin
embargo, posee un extremo C-terminal que no se encuentra en RsmA, el cual
podria tener una funcion de unién proteina a proteina (Sobrero & Valverde
2020). En este estudio determinamos mediante andlisis in silico que la proteina
RsmM de la cepa INP-43 presenta una secuencia nucleotidica 100% idéntica a
RsmM de la cepa HEXT1 y por lo tanto la misma secuencia de aminoécidos,
dominios cataliticos y estructurales, por lo que nuestro principal objetivo fue
iniciar la caracterizacién de este gen sobreexpresandolo en la cepa INP-43, asi
como determinar si es capaz de complementar una mutacion en rsmA en las
cepas PAO1 e ID4365.

Respecto a la regulacién en la sintesis de piocianina encontramos que al
sobreexpresar a rsmM en las cepas PAO1 en ID4365 mutantes en rsmA, estas
recuperaron el fenotipo silvestre, reduciendo la produccion de piocianina, sin
diferencias significativas comparando con la cepa silvestre, ademéas la
produccion de piocianina resulté casi a la mitad de los niveles de piocianina
comparado con las mutantes en rsmA. Estos resultados nos permiten concluir
gue RsmM es un regulador negativo de la producciéon de piocianina similar a
RsmA (Pessi et. al., 2001, Cocotl-Yafiez et. al., 2020), por lo tanto, RsmM
puede considerarse un homologo funcional de RsmA. También los resultados
indican que si bien RsmM tiene dominios adicionales comparado con RsmA,

estos no interfieren en su actividad regulatoria.

Posteriormente, en la evaluacion de la produccibn de elastasa, la
sobreexpresion de rsmM presento efectos diferentes en las cepas. En la cepa
ID4365 se reportd que la inactivacion de rsmA reduce la produccion de
elastasa mientras que la complementacion con rsmA los restaura (Cocotl-

Yanez et. al., 2020). Estos resultados son similares a los obtenidos en este
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trabajo. Por otro lado, al evaluar la produccion de elastasa cuando se
sobreexpresa rsmM en la mutante en rsmA de la cepa ID4365, esta es
significativamente mayor comparada con las mutantes y la cepa silvestre, en
mas del triple, ademas, la produccién de elastasa también es significativamente
mayor cuando se compara con la cepa que sobreexpresa rsmA, lo cual no solo
demuestra un efecto positivo de RsmM en la produccién de elastasa, sino que
su efecto es mayor al de la sobreexpresion de RsmA. En cuanto a la cepa
PAQL1, estudios previos reportaron que la inactivacion de rsmA no tiene un
efecto aparente en la sintesis de elastasa pero su sobreexpresion la reduce,
sugiriendo un efecto negativo (Pessi et. al., 2001). El resultado del nulo efecto
de la mutacidén de rsmA sobre la produccion de elastasa es similar a nuestros
resultados. Adicionalmente, la cepa mutante complementada con rsmA
tampoco presentd un efecto aparente sobre este factor de virulencia. Por otro
lado, contrario a la sobreexpresion de rsmA, la sobreexpresion de rsmM en la
mutante en rsmA de la cepa PAO1 provocé una disminucién significativa en la
produccion de elastasa de casi el 90% comparada con la cepa silvestre y sus
cepas derivadas, por lo que se puede concluir que RsmM si tiene un efecto
negativo en cuanto a la regulacién de elastasa en la cepa PAOL. A partir de
estos resultados concluimos que RsmM es un regulador negativo de la

produccion de elastasa en la cepa PAO1 pero positivo en la cepa ID4365.

Con respecto a la regulacion sobre la produccion de ramnolipidos, se
obtuvieron resultados diferentes entre las cepas PAO1 e ID4365. En la cepa
ID4365 al mutar a rsmA la produccién de mono-ramnolipidos y di-ramnolipidos
se abate esto se confirma con el control de plasmido mutante en RsmA,
ademas de que este efecto fue reportado previamente (Cocotl-Yafiez et. al.,
2020). El fenotipo se restaura al sobreexpresar a rsmA y sucede lo mismo al
sobreexpresar a rsmM, lo que sugiere que ambas proteinas funcionan como
reguladores positivos de la sintesis de ramnolipidos. Por otro lado, en la cepa
PAOL1 la mutacion y la sobreexpresion de rsmA parece no tener ningun efecto
en la sintesis de ramnolipidos, contrario a lo que se esperaba de acuerdo con
estudios previos en los que se reportd que RsmA es un regulador positivo de la
sintesis de ramnolipidos (Pessi et. al., 2001). Sin embargo, al no ser este un
estudio cuantitativo sino solamente cualitativo no es posible contradecir dicha

regulacion positiva. Con respecto a la sobreexpresion de rsmM en la mutante
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en rsmA de la cepa PAO encontramos que abate la produccion de mono-
ramnolipidos y di-ramnolipidos, concluyendo que RsmM tiene un papel como
regulador negativo de la sintesis de ramnolipidos en la cepa PAO1. Por lo
tanto, nuestros resultados muestran que RsmM presenta diferencias en
regulacion de ramnolipidos de acuerdo con la cepa en la que se encuentra,

demostrando tener funciones distintas a RsmA.

Por otro lado, también se evalué el efecto de sobreexpresar a rsmM en la cepa
INP-43 ademas de la sobreexpresion de rsmA y rsmN usando como fenotipo la
produccion de piocianina. Sin embargo, no se obtuvo un resultado claro debido
al efecto provocado por el plasmido vacio pME6032 que elevo los niveles de
piocianina. Sin embargo al sobreexpresar a rsmM los niveles de piocianina
disminuyen a un nivel menor que la cepa silvestre en aproximadamente 80%,
por lo que este resultado sugiere que RsmM actla como regulador negativo en
la sintesis de esta fenazina, tal y como sucede en la cepa PAO1 e ID4365. Por
otro lado, RsmA parece disminuir de manera significativa los niveles de
piocianina a pesar del efecto del plasmido, mientras que la sobreexpresion de
rsmN supuso un aumento en la produccion. Sin embargo, estos datos
necesitan ser corroborados con experimentos adicionales ya que no se puede
concluir debido a la interferencia del vector vacio. Es importante mencionar que
es la primera vez que se evalla el efecto regulatorio de las proteinas del

sistema Rsm en la cepa INP-43.
Finalmente, en este trabajo se construyeron los plasmidos que permitiran, en

trabajos posteriores, construir mutantes por reemplazo alélico de los genes por

casetes de resistencia.

8 Conclusiones.

Se identifico un homdlogo estructural de RsmA en la cepa INP-43 llamado
RsmM.

RsmM regula negativamente la produccién de piocianina en las cepas ID4365 y
PAOL.
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RsmM en la cepa ID4365 regula de manera positiva la produccion de elastasa
y ramnolipidos mientras que en la cepa PAOL regula de manera negativa la

produccion de elastasa y ramnolipidos.

RsmM no es solo un homdélogo estructural de RsmA sino que ademas se
comporta como homologo funcional y con un mayor efecto en la regulacion de

factores de virulencia.

Los resultados obtenidos muestran que RsmM es importante en la regulacion

de la produccién de factores de virulencia.
9 Perspectivas.

Generar las mutantes en rsmM, rsmA, rsmN en la cepa P. aeruginosa INP-43, y

evaluar la produccion de elastasa, piocianina y ramnolipidos.

Complementar las mutantes en rsmM, rsmA y rsmN con rsmM en la cepa INP-
43 y evaluar la produccién de los factores de virulencia elastasa, piocianina y

ramnolipidos.

Determinar la funcion de los dominios adicionales que tiene RsmM.
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